Introducción {#sec0005}
============

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) son una de las principales causas de consultas médicas y de hospitalización en niños, ancianos y en pacientes inmunocomprometidos, con mayor frecuencia durante el otoño e invierno[@bib0090], [@bib0135]. La mayoría de estas infecciones son causadas por virus respiratorios, que pueden ser detectados por métodos clásicos, como el cultivo o la identificación de antígenos virales por inmunofluorescencia (IF); por pruebas rápidas de inmunocromatografía o por métodos moleculares que amplifican el genoma viral, como la PCR.

Tanto en Argentina como en muchos países latinoamericanos, los programas nacionales de vigilancia epidemiológica se basan en técnicas de IF. Este método ha sido el de elección por su bajo costo, su capacidad para procesar un gran número de muestras simultáneamente y su simplicidad. Sin embargo, requiere un operador entrenado, un microscopio de fluorescencia de calidad y el uso de controles adecuados. Aunque es bien sabido que los métodos moleculares son más sensibles que la IF, no han sido aún ampliamente incorporados debido al mayor costo de los reactivos y del equipamiento, y al tiempo requerido para la extracción, amplificación y detección del genoma viral. Sin embargo, a partir de la pandemia de influenza en 2009, la implementación de métodos moleculares ha aumentado significativamente, incluyendo las RT-PCR para influenza y los rinovirus en el diagnóstico de rutina.

En la actualidad, existe una variedad de ensayos comerciales de PCR múltiples que permiten la detección de los virus respiratorios, con una alta sensibilidad y especificidad[@bib0145]. Uno de ellos es el panel respiratorio (PR) *FilmArray* (*FilmArray Respiratory Panel* \[BioFire Diagnostics, UT, EE. UU.\]) (PR-*FilmArray*), que ha sido aprobado recientemente (2012) por la FDA. Este es un equipo automatizado que utiliza un cartucho plástico con diferentes compartimentos que incluyen todos los reactivos para realizar la extracción de los ácidos nucleicos y PCR múltiples. El PR-*FilmArray* permite la detección de 17 virus respiratorios y 3 patógenos bacterianos, y requiere 5 min de procesamiento manual y 65 min de tiempo de instrumentación[@bib0150].

El objetivo de este estudio fue comparar el desempeño de los métodos habitualmente utilizados en nuestro laboratorio (IF y RT-PCR) con el PR-*FilmArray* para el diagnóstico viral de las IRA en niños. Asimismo, se analizó la capacidad del ensayo comercial para detectar otros patógenos respiratorios que generalmente no son incluidos en el diagnóstico de rutina de las IRA en Argentina.

Materiales y métodos {#sec0010}
====================

Se realizó un estudio retrospectivo en 315 muestras respiratorias congeladas a −70 °C para evaluar el PR-*FilmArray* y compararlo con los métodos utilizados en nuestro laboratorio (IF y RT-PCR).

Muestras respiratorias {#sec0015}
----------------------

Las muestras a analizar consistieron en 133 aspirados nasofaríngeos de pacientes pediátricos internados y 182 hisopados nasofaríngeos de pacientes pediátricos ambulatorios. En todos los casos, las muestras fueron obtenidas de niños menores de 6 años con IRA. Estos pacientes habían sido enrolados en un estudio previo para determinar la etiología de las IRA, realizado de junio de 2008 a mayo de 2010 en el Centro de Investigaciones Médicas e Investigaciones Clínicas (CEMIC)[@bib0120]. El proyecto fue aprobado por el Comité de Ética del CEMIC; todas las muestras fueron codificadas para asegurar el anonimato, de acuerdo a la Declaración de Helsinki y la Ley de *Habeas Data* Argentina (n.^o^ 25326).

Todas las muestras se obtuvieron al ingreso y se enviaron al Laboratorio de Virología Clínica para la detección por IF indirecta (Chemicon/Millipore, CA, EE. UU.) de los antígenos virales del virus sincicial respiratorio (*Human respiratory syncytial virus* \[RSV\]), influenza A y B (FluA/FluB), parainfluenza (PIV) 1-3, adenovirus (AdV); y por IF directa (Argene, Verniolle, Francia) para los metapneumovirus humanos (*Human metapneumovirus* \[HMPV\]). Los rinovirus humanos (*Human rhinoviruses* \[HRV\]) se estudiaron utilizando una RT-PCR en tiempo real[@bib0130].

Las 133 muestras correspondientes a pacientes internados se seleccionaron según los siguientes criterios: a) muestras con un resultado positivo para FluA, FluB, AdV o PIV por IF (n = 37); b) muestras respiratorias que fueron positivas para RSV (n = 31) y HMPV (n = 10) por IF, y muestras positivas para HRV (n = 64) por RT-PCR; c) muestras negativas para todos los virus estudiados (n = 14) por IF y RT-PCR.

De las 133 muestras respiratorias seleccionadas de los niños internados, 23 tenían coinfección viral. Para las muestras de los puntos b y c, se utilizó un método de selección al azar sistemático, representativo de todos los meses de estudio. De los pacientes ambulatorios se incluyeron todas las muestras (n = 182).

Panel respiratorio *FilmArray* {#sec0020}
------------------------------

El PR-*FilmArray* permite realizar la detección simultánea de 20 patógenos respiratorios incluyendo RSV, FluA, FluA/H1, FluA/H1 2009, FluA/H3, FluB, AdV, PIV 1, 2, 3 y 4, HRV/enterovirus humanos (*Human enterovirus* \[HEV\]), HMPV, bocavirus (*Human bocavirus* \[HBoV\]), coronavirus humano (*Human coronavirus* \[HCoV\]) OC43, 229E, NL63 y HKU1, *Bordetella pertussis*, *Mycoplasma pneumoniae* y *Chlamydophila pneumoniae* [@bib0150].

El ensayo se inicia con la introducción de 300 μl de la muestra en un cartucho, el cual se inserta en el instrumento donde comienza la lisis celular, seguida por la extracción de ácidos nucleicos. Posteriormente se realiza una transcripción inversa y una primera PCR múltiple, y por último, una etapa de PCR individuales. El instrumento se conecta a un *software* que analiza las curvas de fluorescencia en tiempo real en conjunto con las curvas de fusión de punto final o *melting*. De este modo, informa finalmente un resultado positivo o negativo para cada patógeno.

Análisis estadístico {#sec0025}
--------------------

Para los 9 virus respiratorios detectados por nuestros métodos de rutina y por el PR-*FilmArray*, se calcularon los porcentajes de acuerdo positivo y negativo con sus respectivos intervalos de confianza 95 % (IC 95 %). Además, se utilizó la prueba de McNemar para evaluar la concordancia de los resultados obtenidos por ambos métodos. Los patógenos respiratorios no estudiados por nuestros métodos de laboratorio, pero sí incluidos en el PR-*FilmArray*, específicamente HCoV, HBoV y bacterias, no fueron considerados discordantes. El porcentaje de acuerdo positivo (sensibilidad) es el número de veces que nuestros métodos detectaron un virus cuando el PR-*FilmArray* también lo detectó, mientras que el porcentaje de acuerdo negativo (especificidad) es el número de veces que nuestros métodos no detectaron un virus cuando el PR-*FilmArray* tampoco lo detectó. Se asumió significación estadística para valores de *p*  \< 0,05. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa STATA 11.1 (Stata Corp., TX, EE. UU.).

Resultados {#sec0030}
==========

De las 315 muestras respiratorias de niños con IRA estudiadas, 235 (74,6 %) fueron positivas con los ensayos utilizados en nuestro laboratorio (IF para 8 virus y RT-PCR para HRV). Cuando las mismas muestras se estudiaron con el PR-*FilmArray* (para 17 virus y 3 bacterias), la frecuencia de positividad aumentó al 96,8 % (305/315). Sin embargo, si consideramos solo los 9 virus respiratorios que detectan ambos métodos (RSV, AdV, FluA, FluB, PIV 1-3, HMPV, HRV), el PR-*FilmArray* permitió un diagnóstico positivo en el 92,1 % (290/315) de las muestras.

El porcentaje de acuerdo positivo (sensibilidad) de nuestros métodos con el PR-*FilmArray* varió desde el 41,9 % hasta el 91,7 % dependiendo del virus ([tabla 1](#tbl0005){ref-type="table"} ). Sin embargo, solo para 2 virus, HMPV y HRV, el porcentaje superó el 80 %. Los virus con el acuerdo positivo más bajo fueron PIV 1-3 (41,9 %) y AdV (50,0 %).Tabla 1Comparación del desempeño de la inmunofluorescencia (IF) o la RT-PCR frente al panel respiratorio *FilmArray* (PR-*FilmArray*) en la detección de virus respiratorios en niños con infección respiratoria aguda (n = 315)VirusN.^o^ de muestras con resultadoPorcentaje de acuerdo positivoPorcentaje de acuerdo negativoDiscordancia[a](#tblfn0005){ref-type="table-fn"}+/+ (a)+/− (b)−/+ (c)−/− (d)a/a + c%IC 95 %[b](#tblfn0010){ref-type="table-fn"}d/b + d %IC 95 %[b](#tblfn0010){ref-type="table-fn"}Chi^2^*p*AdV1501528515/3050,031,3-68,7285/28510098,7-10015\< 0,001HMPV220229122/2491,773,0-98,9291/29110098,7-10020,157FluA1741328117/3056,737,4-74,5281/28598,696,4-99,64,70,029FluB120629712/1866,740,9-86,7297/29710098,7-10060,014HRV[c](#tblfn0015){ref-type="table-fn"}115022178115/13783,976,7-89,6178/17810097,9-10022,0\< 0,001PIV 1-31822527018/4341,927,0-57,8270/27299,397,4-99,919,6\< 0,001RSV5912523059/8470,259,3-79,7230/23199,697,6-99,922,2\< 0,001Total25871081832258/36670,565,5-75,11832/183999,699,2-99,888,7\< 0,001[^1][^2][^3][^4][^5]

El porcentaje de acuerdo negativo (especificidad) fue alto para todos los virus respiratorios, y varió entre el 98,6 % y el 100 %.

Al comparar los diagnósticos obtenidos por nuestros ensayos con los del PR-*FilmArray*, se observaron resultados significativamente discordantes entre ambas metodologías para todos los virus, excepto para HMPV. La diferencia entre ambas metodologías fue más evidente en los niños ambulatorios que en los internados ([tabla 2](#tbl0010){ref-type="table"} ). En estos últimos, las frecuencias de positividad obtenidas con nuestros ensayos y con el PR-*FilmArray* fueron del 89,5 % y del 99,2 %, respectivamente, mientras que en ambulatorios estas fueron del 63,7 % y del 95,1 %, respectivamente.Tabla 2Detección de patógenos respiratorios en niños con infección respiratoria aguda por inmunofluorescencia (IF)/RT-PCR y por el panel respiratorio *FilmArray* (PR-*FilmArray*)Patógenos detectadosInternados (n = 133)Ambulatorios (n = 182)Total (n = 315)PR-*FilmArray*IF + RT-PCR HRVPR-*FilmArray*IF + RT-PCR HRVPR-*FilmArray*IF + RT-PCR HRVn %n %n %n %n %n %Positivo13299,211989,517395,111663,730596,823574,6Negativo10,81410,594,96636,3103,28025,4RSV4231,63123,34223,12915,98426,76019PIV 1-31410,564,52915,9147,74313,7206,3AdV20151410,5105,510,5309,5154,8FluA139,81410,5179,373,8309,5216,7FluB32,332,3158,294,9185,7123,8HRV/HEV6548,96448,17239,6512813743,511536,5HMPV129107,5126,6126,6247,6227HBoV2518,80--3318,10--5818,40--HCoV118,30--2212,10--3310,50--PIV 421,50--42,20--61,90--*C. pneumoniae*21,50--0--0--20,60--*B. pertussis*10,80--0--0--10,30--Coinfección5642,12317,36837,473,812439,4309,5Doble3929,32317,35530,273,89429,8309,5Triple139,80--1160--247,60--Cuádruple32,30--21,10--51,60--Quíntuple10,80--0--0--10,30--[^6]

El PR-*FilmArray* detectó patógenos respiratorios que no son estudiados por nuestros ensayos de rutina ([tabla 2](#tbl0010){ref-type="table"}). Se observó una alta frecuencia de HBoV, presente en el 18,4 % de los niños estudiados. Se detectaron las 4 especies de HCoV (10,5 %): 12 HCoV-OC43, 12 HCoV-HKU1, 7 HCoV-NL63 y 2 HCoV-229E. La mayoría se encontraron en infección múltiple, excepto 3 de ellos detectados como agentes únicos. El PIV 4 se detectó en 6 (1,9 %) pacientes, en 3 como agente único y en los otros 3 en coinfecciones con HRV y HBoV. Respecto a las bacterias, se detectaron 2 *C. pneumoniae* y una *B. pertussis*, ambas en coinfección con algún virus respiratorio, en muestras de niños internados. No se detectó ningún *M. pneumoniae*.

Con los métodos empleados en nuestro laboratorio se detectaron coinfecciones virales en 30 de 235 (13 %) pacientes con diagnóstico positivo; estas fueron significativamente más frecuentes en niños internados que en ambulatorios. La coinfección HRV-RSV fue la más frecuente (n = 8), seguida por HRV-AdV (n = 6) y HRV-PIV (n = 5) ([tabla 2](#tbl0010){ref-type="table"}).

Cuando las muestras se estudiaron con el PR-*FilmArray*, el número de coinfecciones múltiples fue mayor: 124 de 305 muestras positivas (40,7 %). En detalle, 94 (75,8 %) muestras fueron positivas para 2 patógenos, 24 (19,4 %) fueron positivas para 3 virus, 5 (4 %) fueron coinfecciones cuádruples y solo una muestra (0,8 %) fue positiva para 5 patógenos. Las coinfecciones dobles más frecuentes fueron HRV-RSV (n = 17), HRV-HBoV (n = 11), RSV-HBoV (n = 9) y HRV-PIV (n = 7) ([tabla 3](#tbl0015){ref-type="table"} ). Las coinfecciones múltiples (triples, cuádruples y quíntuples) detectadas pueden observarse en detalle en la [tabla 4](#tbl0020){ref-type="table"} .Tabla 3Detección de coinfecciones dobles mediante el panel espiratorio *FilmArray* (PR-*FilmArray*) y por inmunofluorescencia (IF)/RT-PCR en niños con infección respiratoria agudaCoinfecciones doblesPR-*FilmArray*IF/RT-PCRHRV-RSV178HRV-AdV56HRV-PIV75HRV-HMPV01HRV-FluA01HRV-FluB11HRV-HBoV110HRV-HCoV30HRV-*C. pneumoniae*10HRV-*B. pertussis*10RSV-FluA11RSV-FluB23RSV-AdV20RSV-PIV30RSV-HBoV90RSV-HCoV30HMPV-FluA11HMPV-FluB11HMPV-PIV02HMPV-HCoV30HBoV-FluA50HBoV-AdV40HBoV-HCoV50HBoV-PIV20FluA-FluB10FluA H1 pdm09-FluA H310FluA-HCoV10AdV-PIV10AdV-HCoV20PIV1-PIV310Total9430[^7]Tabla 4Detección de coinfecciones múltiples (triples, cuádruples y quíntuples) mediante el panel respiratorio *FilmArray* (PR-*FilmArray*) en niños con infección respiratoria agudaCoinfeccionesPR-*FilmArrayTriples*21 HRV-RSV-FluA1 HRV-RSV-PIV1 HRV-RSV-HBoV3 HRV-RSV-HCoV1 HRV-HBoV-FluB1 HRV-HBoV-AdV1 HRV-HBoV-PIV2 HRV-HBoV-HCoV1 HRV-AdV-PIV1 HRV-HCoV HKU1-HCoV OC431 RSV-HBoV-FluA2 RSV-HBoV-AdV1 RSV-HBoV-HCoV1 RSV-FluB-*C. pneumoniae*1 HMPV-HBoV-PIV1 HMPV-PIV-HCoV1 HMPV-FluA-AdV1  *Cuádruples*8 HMPV-HCoV HKU1-HCoV OC431 HBoV-HCoV HKU1-HCoV OC442 HRV-AdV-HBoV-RSV1 HRV-AdV-HBoV-FluA1 HRV-AdV-HBoV-FluB1 HRV-AdV-HBoV-HCoV1 HRV-HMPV-PIV-HCoV1  *Quíntuples*1 HRV-AdV-HBoV-HMPV-HCoV1*Total*30[^8]

Discusión {#sec0035}
=========

En niños con IRA, el PR-*FilmArray* permitió un mayor diagnóstico de virus respiratorios (97 %) que los métodos de rutina utilizados en nuestro laboratorio (75 %). Esto no solamente ocurrió por la detección de virus y bacterias que no se investigan habitualmente, sino también por la mayor sensibilidad del PR-*FilmArray* en la detección de los virus que se pueden detectar por IF. Si consideramos solo los 8 virus respiratorios estudiados por IF y los HRV por RT-PCR, la frecuencia de positividad alcanzada por el PR-*FilmArray* fue del 92 %.

Las frecuencias de positividad obtenidas en pacientes internados fueron significativamente mayores que en ambulatorios, tanto por nuestros métodos como con el PR-*FilmArray*. Esto podría deberse a una posible diferencia en la calidad de las muestras analizadas, las cuales variaron de acuerdo a la condición del paciente: aspirados nasofaríngeos en internados e hisopados nasofaríngeos con hisopos flexibles en ambulatorios. Sin embargo, numerosas publicaciones describen que los hisopos flexibles permiten obtener muestras de calidad similar a los aspirados nasofaríngeos[@bib0095], [@bib0105].

Debido a que no existe aún un método patrón para la detección de todos los virus respiratorios, cuando comparamos los resultados obtenidos por nuestros procedimientos habituales con el PR-*FilmArray* empleamos el término «acuerdo positivo» en lugar de sensibilidad, y «acuerdo negativo» por especificidad. El acuerdo positivo obtenido fue muy variable dependiendo del virus estudiado: fue alto para HMPV y HRV, aceptable para RSV y Flu, pero muy bajo para AdV y PIV. Si consideramos el acuerdo negativo observado, este fue muy alto para todos los virus estudiados, del 98-100 %. Como era esperable, sobre todo para virus de baja frecuencia, existe una mayor posibilidad de que ambas metodologías coincidan en el diagnóstico de las muestras negativas. Analizando todos los datos en conjunto, pudimos determinar que solamente la IF para HMPV mostró resultados significativamente concordantes con el PR-*FilmArray*, mientras que para el resto, los resultados fueron significativamente discordantes, lo que implica que usando IF, como es bien sabido, se pierde un elevado número de diagnósticos positivos.

Poritz *et al.* [@bib0150] compararon el PR-*FilmArray* con la IF directa y observaron un amplio rango de acuerdo positivo: para la mayoría de los virus este fue superior al 90 %.

En relación con la detección de los HRV, nuestra RT-PCR detectó 115 casos, mientras que el PR-*FilmArray* detectó 137. Es importante destacar que el PR-*FilmArray* utiliza una combinación de PCR que detectan HRV y HEV, sin capacidad de distinguir entre ambos virus. Nuestra RT-PCR, que utiliza *primers* y una sonda adaptados del protocolo del CDC, tiene una mayor especificidad para HRV, aunque puede detectar algún enterovirus si estuviera presente en títulos muy altos[@bib0130]. Por ello, es posible que el PR-*FilmArray* sea más sensible que nuestra RT-PCR para algunos genotipos de HRV, pero también es probable que algunas muestras negativas por nuestra RT-PCR y positivas por el PR-*FilmArray* hayan sido HEV y no HRV[@bib0140].

El PR-*FilmArray* permitió detectar por primera vez en nuestro medio los 4 HCoV causantes de infección respiratoria (NL63, 229E, OC43 y HKU1), con una frecuencia total del 10 %. El trabajo realizado por Xu *et al.* [@bib0170] detalla que en su población de estudio los diagnósticos positivos adicionales obtenidos con el PR-*FilmArray* fueron a expensas de la detección de los HRV y los HCoV, que no son incluidos en la detección por IF directa utilizada de rutina.

Los HBoV se detectaron con una frecuencia del 18 % en ambas poblaciones de niños, internados y ambulatorios. Sin embargo, su papel como agente causal de IRA es aún controvertido, ya que se ignora su papel real como patógeno, por sí mismo o en coinfección con otros virus[@bib0155].

Si bien se detectaron coinfecciones virales con nuestros métodos de rutina, su frecuencia aumentó 4 veces al utilizar el PR-*FilmArray*. Con este equipo se identificaron coinfecciones con 2, 3, 4 y hasta 5 virus respiratorios, y solo 3 bacterias se detectaron en coinfección. Para determinar si las coinfecciones se asocian con una mayor gravedad de los cuadros clínicos son necesarios nuevos estudios.

Una de las principales ventajas del PR-*FilmArray* es el corto tiempo de procesamiento manual (5 min) y tan solo 1 h de instrumentación hasta la obtención del resultado. Esto tiene un alto impacto clínico en el tratamiento de los pacientes, por ejemplo, en casos de *B. pertussis* en neonatos o en pacientes con Flu. Además, permite realizar el aislamiento de pacientes en cohortes y extremar medidas de higiene y prevención de la diseminación viral. Otra ventaja es su capacidad para detectar 20 patógenos respiratorios simultáneamente con una adecuada sensibilidad y especificidad. Esto fue probado por muchos investigadores que compararon el PR-*FilmArray* con otros métodos moleculares, ya sean convencionales o múltiples[@bib0110], [@bib0115], [@bib0145]. Además, es un sistema totalmente automatizado y cerrado, que disminuye notablemente la posibilidad de errores y contaminaciones comparado con otros ensayos de PCR. Las desventajas que presenta son su capacidad de procesar solo una muestra por corrida y el alto costo del equipo y de los reactivos.

La IF continúa siendo el método más utilizado en países de Latinoamérica, ya que es una técnica sencilla, de bajo costo, que permite procesar un número adecuado de muestras simultáneamente y obtener los resultados dentro de las 5 h. Habitualmente se utiliza la IF para el diagnóstico de RSV, Flu, AdV y PIV 1-3, sin discriminar entre los 3 tipos de PIV y sin detectar el PIV 4. Es bien sabido, y en nuestro estudio lo confirmamos, que la sensibilidad de la IF para AdV es baja; por ello se sugiere el uso de un método molecular para obtener un diagnóstico de certeza[@bib0100], [@bib0160]. Por el contrario, pudimos demostrar que la IF directa para HMPV presenta una elevada sensibilidad y especificidad, comparable a la de un método molecular como el PR-*FilmArray*.

Los HRV son los virus más frecuentemente detectados en niños con IRA, tanto en internados como en ambulatorios[@bib0120], [@bib0125], [@bib0165]. Sin embargo, dado que no existe una IF para detección directa de sus antígenos en muestras respiratorias, es imprescindible utilizar una técnica de RT-PCR para su diagnóstico.

En conclusión, con el presente estudio hemos confirmado que un método molecular como el que emplea el panel respiratorio *FilmArray* es más efectivo para realizar el diagnóstico de múltiples patógenos en pacientes con IRA. Sin embargo, por el momento, su costo hace difícil su incorporación en la rutina diaria. Por esta razón, la IF continúa siendo un método aceptable para el diagnóstico de los virus respiratorios más frecuentes.
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[^1]: AdV: adenovirus; HMPV: metapneumovirus; Flu: influenza; HRV: rinovirus; PIV: parainfluenza; RSV: virus sincicial respiratorio.

[^2]: \(a\) +/+: positivo por ambas metodologías; (b) +/−: positivo por nuestros métodos de rutina y negativo por PR-*FilmArray*; (c) −/+: negativo por nuestros métodos de rutina y positivo por el PR-*FilmArray*; (d) −/−: negativo por ambas metodologías.

[^3]: Calculada mediante la prueba de McNemar para comparar resultados discordantes. Se consideró significación estadística para valores de *p* \< 0,05.

[^4]: Intervalo de confianza 95 %. Prueba binomial exacto.

[^5]: Para este virus se usó como método de rutina RT-PCR en tiempo real (para todos lo demás IF).

[^6]: RSV: virus sincicial respiratorio; PIV: parainfluenza; AdV: adenovirus; Flu: influenza; HRV: rinovirus; HMPV: metapneumovirus; HBoV: bocavirus; HCoV: coronavirus.

[^7]: HRV: rinovirus; RSV: virus sincicial respiratorio; AdV: adenovirus; PIV: parainfluenza; Flu: influenza; HMPV: metapneumovirus; HBoV: bocavirus; HCoV: coronavirus; pdm09: pandémica 2009.

[^8]: HRV: rinovirus; RSV: virus sincicial respiratorio; AdV: adenovirus; PIV: parainfluenza; Flu: influenza; HMPV: metapneumovirus; HBoV: bocavirus; HCoV: coronavirus.
